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Bevezetés

Az egyre szélesebb korben végzett epigenetikai kutatasoknak
koszonhetden tudjuk, hogy szamos betegség esetén figyelheté meg az
epigenetikai modositasok zavaranak kovetkeztében kialakuld
transzkripcionalis diszregulacié. Ilyen betegség a Huntington-kor is,
amely egy autoszomalis, dominans o0roklodésti, gyogyithatatlan
neurodegenerativ megbetegedés. A betegség legfébb jellemzéi az
akaratlan ,.choreiform” izommozgasok, a kognitiv képességek
romlasa, illetve a viselkedésbeli és pszichiatriai tiinetek.
A Huntington-kér kialakulasaért a Huntingtin génben talalhato
poliglutamin domént kédolé CAG ismétlédés abnormalis expanzidja
felelds, melynek kovetkeztében egy aggregaciora hajlamos, toxikus,
mutans Huntingtin fehérje keletkezik. A neurodegeneracié egyik f6
oka a transzkripcid zavara, mely elsésorban a CBP és a Gen5 hiszton
acetiltranszferazok mutans Huntingtin altali gatlasdhoz kothetd,
melyet a CBP tlltermelése, illetve az antagonista hiszton deacetilaz
enzimek gatlasa menekit. Ezek alapjan a hisztonok acetilacios
allapotanak valtozasa rendkiviil nagy szereppel bir és potencialis
terapids célpont lehet, azonban a betegség szempontjabol jelentds
acetilacios target poziciok még nem ismertek.

Széamos neurodegenerativ megbetegedéshez hasonldéan a
Huntington-kor esetén is megfigyelhetd a cirkadian ritmus defektusa.
A Dbetegség soran jelentkezd cirkadidn ritmus zavar szintén
Osszefliggésbe hozhato a CBP hiszton acetiltranszferaz fehérjével,

mely a cirkadian szabalyozé CLK/ CYC transzkripcios faktorokkal
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alakit ki direkt kélcsonhatast. Mivel a Huntington-kér sordan a CBP az
aggregatumokba csapdazddva gatlas ala keriil feltételezhetd, hogy a
betegség soran fellépd cirkadian ritmus zavar hatterében is a CBP nem
megfeleld mitkodése all. Altalanos zavar figyelheté meg a nyugalmi
és aktiv periddusokban, tovabba fragmentalt, rendszertelen alvasi
periddusok jellemzdéek, ami a betegség eldrehaladtaval egyre
sulyosbodik, ezért rendkiviil fontos megérteni az alvaszavarok

hatterében all6 molekularis folyamatokat is.

A Huntington-kor modellezéséhez Drosophila melanogaster
idegrendszerében  expresszaltattuk a  patologias  hosszlisagu
poliglutamin (Q120) doménnel rendelkez6 human Huntingtin gén
(mHtt) els6 exonjat. A modellben a betegség eldrehaladtaval
jelentkezé neurodegeneracid ¢és aggregatum képzodés, csokkent
életképesség és élettartam, motoros képességek romlasa, illetve a

cirkadian ritmus zavara is vizsgalhato.



Célkitizések

Kutatasunk soran olyan, a Huntington-kér pathogenezisével
kapcsolatos  jelenségeket vizsgaltunk a betegség Drosophila
modelljében (HD legyek), melyekben szerepet jatszanak
a mutans Huntingtin ltal csapdazott és gatolt hiszton acetiltranszferaz

enzimek.

e A pathogenezist nagyban befolyasolja a hiszton fehérjék
megfelelé acetilaltsagi allapota, ezért terveink kozott
szerepelt H3.3A hiszton varians mutaciés (H3.3A-mut)
analizisével jellemezni a potencialis acetilacios target poziciok
modositasainak hatasat, melyhez a kovetkezd kisérletek
végrehajtasat tiiztiik ki célul:

» Mutans H3.3A hiszton variansok sejtmagi transzportjanak és

kromatin kotottségének validalasa.

» Mutans H3.3A hiszton variansok vad tipust allatok

¢életképességére gyakorolt hatasanak vizsgalata.

» Mutans H3.3A hiszton variansok HD legyek életképességére,

¢s napi aktivitasara gyakorolt hatasanak vizsgalata.
» Az azonositott potencialis acetilaciés target poziciok

validalasa hiszton acetiltranszferaz és hiszton deacetilaz

enzimekkel végzett genetikai interakcios vizsgalatokkal.



» HD legyek transzkriptomikai analizise, valamint a

potencialis  acetilacidos target pozicibk mutdcidinak
transzkripciot befolyasolo hatasanak vizsgalata.

A potencialis acetilacidos target pozicidk mutacidinak
hatasvizsgalata a sejtek totdl RNS/DNS és polyA
MRNS/ total RNS aranyara.

Tovabbi tervink a CBP hiszton acetiltranszferaz

Huntington-kér esetén megfigyelheté cirkadian ritmus

zavar szabalyozasiaban betoltott szerepének vizsgalata volt,

melyhez a kovetkezé kisérletek végrehajtasat tiiztiik ki célul:

>

>

HD legyek cirkadian ritmus zavaranak részletes vizsgalata.

Cirkadian szabalyozd gének expresszido valtozasanak

vizsgélata HD legyekben.

dCBP csendesités cirkadian ritmusra gyakorolt hatasanak

vizsgalata.

dCBP overexpresszi6 HD legyek cirkadian ritmus

fenotipusara gyakorolt hatasanak vizsgalata.



Alkalmazott modszerek

Neuronalisan expresszalt mHtt és H3.3A-mut expresszios szintek

validalasa RT-qPCR-ral.

A H3.3A hiszton varidns poszt-transzlacids modositasait
mimikalé pontmutans transzgénekrdl képzddo fehérjék sejtmagi
transzportjanak ¢és kromatin kotottségének validalasa hiszton

soeluciot kovetd western blot analizissel.

H3.3A mutans transzgének vad tipust allatok életképességére

gyakorolt hatasanak vizsgalata kikelés analizissel.

H3.3A mutans transzgének életképességre, élettartamra,
neurodegeneraciora, motoros képességekre és napi aktivitisra
gyakorolt hatasanak vizsgalata Huntington-kor modellben kikelés
és talélés analizissel, pseudopupil assay-el, maszasi teszttel és

Trikinetics aktivitas méréssel.

Az azonositott potencialis acetilacios target poziciok validalasa:
Gcen5 hiszton acetiltranszferaz és Sirtl hiszton deacetilaz enzimek
funkciovesztésének vizsgalata kikelés és tulélés analizissel,

valamint pseudopupil assay-el.

HD legyek transzkriptomikai analizise, valamint a potencialis
acetilacios target poziciok mutacidinak transzkripciot befolyasolo

hatasanak vizsgalata RNS-szekvenalassal.



s

RNS/DNS és polyA mRNS/totdl RNS aranyara gyakorolt
hatasanak vizsgalata RNS-DNS és polyA mRNS izolalassal.

HD legyek cirkadian ritmus zavaranak részletes vizsgalata

Trikinetics aktivitas méréssel.

Cirkadian szabalyozd gének expresszid valtozasanak vizsgalata

HD legyekben RT-qPCR-ral.

dCBP csendesités és dCBP overexpresszid HD legyek cirkadian
ritmus fenotipusara gyakorolt hatdsanak vizsgalata Trikinetics
aktivitas méréssel és RT-gPCR-ral.



Eredmények

Kisérleteinkhez a H3.3A varians hiszton poszt-transzlacios
modositasait mimikald transzgéneket hasznaltunk, melyekben a
lizint glutaminra cserélve (K > Q) az acetilalt, argininre cserélve
a nem modositott (K = R), metioninra cserélve pedig a metilalt
(K 2> M) modositast mimikaljuk. Kimutattuk, hogy a kiilonb6z6
mutans H3.3A hiszton varidnsok megfeleléen expresszalodnak,
sejtmagi lokalizacidt mutatnak és megfeleld6 mdédon képesek

beépiilni a kromatinba.

A H3.3A-K27M mobdositds kivételével a mutaciok nem

befolyasoljak a vad tipusu allatok életképességét.

A H3.3A-K9 és H3.3A-K27 poziciok mddositdsa nincs jelentds

hatassal a Huntington-kor pathogenezisére.

A H3.3A-K14Q acetilalt lizint mimikalé modositas hatasara javul
a HD legyek életképessége, élettartama és maszasi képessége, a
neurodegeneracio mértéke csokken, valamint mérséklédik a

cirkadian zavar kovetkeztében kialakuld hiperaktivitas is.

A H3.3A-K14R nem modosithatd lizint mimikald mutacio

hatasara stlyosbodik a HD legyek 0sszes vizsgalt fenotipusa.

A H3K14 specifikus GenS  hiszton  acetiltranszferaz

funkciovesztésének kovetkeztében a HD legyek fenotipusa
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stlyosbodik, mig a Sirtl hiszton deacetilaz funkcidvesztése

menekito hatassal bir.

A H3.3A-K14Q alland6 acetilaciot mimikaldé hiszton varians
jelenlétében azonban a Gen5 funkcidvesztése nincs hatassal a HD
legyek javulast mutato fenotipusaira, mig a Sirtl funkcidvesztése

enyhe mértékben tovabb javit azokon.

A HD legyekben jelentds mértékii transzkripcionalis diszregulacio
figyelhet6 meg. A valtozast mutatd gének kozel 90 %-a
downregulalodik, érdekes azonban, hogy egyes hésokk gének

expresszioja emelkedik.

A transzkriptomikai valtozasokat jelentés mértékben nem

befolyasolja a H3.3A-K 14 pozici6é egyik modositasa sem.

Az oOregedés soran a HD legyekben a neurodegeneracio
kovetkeztében csokken a DNS és totdl RNS mennyisége is.
Azonban a total RNS/ DNS arany nem valtozik, mig n6 a polyA
MRNS/ total RNS mennyiségének aranya.

A HD kontrollhoz képest a H3.3A-K14Q modositas hatasara a
totall RNS/DNS arany, tehat Aaltalanossagban az RNS-ek
mennyisége megné HD legyekben, mig a H3.3A-K14R moédositas
kovetkeztében csokken. Erdekes azonban, hogy a polyA mRNS
aranya, tehat a fehérjét kodolo gének transzkripcidjanak mértéke

mindkét modositas hatasara joval alacsonyabb.



A cirkadidn ritmus vizsgalataink eredményei alapjan a HD legyek
magasabb napi aktivitdst mutatnak és ezzel parhuzamosan
kevesebb id6t toltenck alvassal, tovabba a nyugalmi allapot elérése
hosszabb id6ét vesz igénybe. Emellett az alvassal toltott idejiik
fragmentaltabb, né az alvasi epizodok szama, hosszuk azonban

csokken.

A HD legyekben jelentds valtozasok figyelhetéek meg a per, tim,
vri és dClk gének expresszids mintazataban, melyek
feltételezheten hozzajarulnak a cirkadian ritmus defektus

kialakuldsahoz.

A dCBP gén csendesitésének hatasara egészséges legyekben
nagyon hasonld cirkadian ritmusbeli és génexpresszios zavarok

jelentkeznek, mint amit a HD legyek esetén megfigyeltiink.

A dCBP overexpresszioja teljes mértékben menekiteni képes a HD
legyek alvaszavarait és a cirkadian szabalyozo6 gének expresszioja

is helyreall.



Osszefoglalas

A Huntington-kér  Drosophila  modelljében  olyan
jelenségeket vizsgaltunk, melyek a mutans Huntingtin fehérje altal
csapdazott hiszton acetiltranszferdzok hidnyaban alakulnak ki, igy
hozzajarulnak a betegség pathogeneziséhez.

A hiszton acetiltranszferazok a hisztonok megfeleld
acetilacios allapotanak kialakitdsan keresztiil szabalyozzak a
transzkripciot, mely a betegség soran diszregulaciot szenved. A CBP
és a GenS acetilacios target pozicidinak mutans analizisével
azonositottuk a H3K14 poziciét, melynek acetilalt allapotat
mimikalva menekithet6 a Huntington-kor szamos tiinete, mig annak
nem modositott lizint mimikalé mutacidja tovabb sulyosbitja azokat.
Eredményeink alapjan tehat a H3K 14 pozicid acetilacidja potencialis
terapids target lehet a betegség gyogyitasaban.

A CBP tovabba részt vesz a cirkadian ritmus
szabalyozasaban is, mely a Huntington-kor progresszidja soran
szintén zavart szenved. A CBP funkciovesztéses vizsgalataval hasonld
cirkadian ritmusbeli zavarokat figyeltiink meg, mint a Huntington-kér
modellezése esetén, valamint a CBP tultermelésével menekitettiik a
cirkadian ritmus zavarokat a Huntington-kér modellben, azonban a
CBP cirkadian ritmus szabalyozasban betoltott pontos szerepe még

tisztazasra var.
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